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. BEVEZETES

A bakterialis vérhas korokozéi a Shigella genus tagjai (S. dysenteriae,
S. flexneri, S. boydii, S. sonnei) valamint az Escherichia coli enteroinvaziv
tulajdonsagu szerologiai csoportjai, az Ugy nevezett enteroinvaziv E. coli
(EIEC) torzsek. A bakterialis vérhas napjainkban is az enteralis fert6zések
kozil a kiemelkedden fontosak kdzé tartozik: becslések szerint 200 millio
megbetegedés fordul el6 a vilagon évente, 5 millié beteg részestil kérhazi
ellatasban, és 650 ezer ember hal meg a betegség kdvetkeztében. Magya-
rorszagon a 2001. évben 371 eset fordult eld.

A fertézés jarvanytanaban meghatarozé az a tény, hogy 10-100 csira
mar elegendd a betegség kialakulasahoz, igy a direkt feco-oralias atvitelen
tul abban a hazilégy is donté szerepet jatszhat.

A bakterialis vérhas a klinikai tinetek alapjan egy hasmenéses, és az
azt kdvetd vastagbélgyulladasos szakaszra oszthatd. A hasmenés kiala-
kulasaban a Shigella fajokban megtaldlhaté enterotoxinoknak (Shigella
enterotoxin, ShET 1, ShET 2) tulajdonitanak kéroki szerepet, amelyek el-
sddlegesen a vékonybélben hatva folyadék kidramlast eredményeznek.
Kiion emlitést kell tenni a S. dysenteriae 1 szerotipusa altal termelt ricin-
szerQ toxinrdl, amely a sejtek fehérjeszintézisét gatolja. E toxin hatasara
hemolitikus urémids szindréma (HUS) alakulhat ki. A S. dysenteriae 1
okozta vérhas gyakorisdga csokkendben van, igy a sulyos szévédményes
esetek szama is.

A vérhas jellegzetes pathologiai alapjat a vastagbélgyulladas (colitis)
képezi. A gyulladas gécos, a colonoscopia soran vérzd, kis kiterjedésa,
gennyes izzadmany altal fedett fekélyek lathaték. A betegség jellemzé klini-
kai tiinetei a 14z és a tenesmus, azaz az improduktiv, de fijdalmas, gorcsds
székelési inger. A széklet altalaban kis mennyiségl, nyakos, véres és
gennyes. A betegség az esetek tobbségében, amennyiben a gazdaszerve-
zet védekezd képessége megfeleld, koralbeldl egy hét alatt tiinetmentesen,
6nmagatdl gyégyul.

A shigellak és EIEC torzsek fakultativ intracellularis pathogének. A kér-
okozok invazivitasat egy {1.2-1.4 x 10° kilodalton kDa , ~ 210-230 kilob4zis
par (kbp)} nagysagui, alacsony koépiaszami, nem konjugativ,
extrakromoszémalis DNS, an. invazios plazmid (pINV) kédolja. A pINV altal
kédolt fehériek kozil, a hdmsejt invazéhoz leginkabb szikségeseket an.
invazinnak tekintjUk. KifejezOdésiiket a kdmyezet valtozasainak (pl. pH,’
hémérséklet valtozas) megfelelden a kérokozok kromoszémajan talalhatd,
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virulenciat szabalyozé gének [virulence regulator gene (vir)] reguldljak. A
teljes betegségokozé képességhez szikséges a kromoszéman és a pINV-
on talathaté genetikai elemek kozétti visszacsatolt szabalyozas az an. ,ge-
netikai parbeszéd”.

Az egyik legegyszer(ibb, a shigellak invaziv képességét in vitro vizsgald
modszer a virulens baktérium kongdvords (KV) festéket kotd képességén
alapul. E festékrdl ismert, hogy szimmetrikus molekula szerkezete miatt a
molekuldk képesek 6nmagukkal 6sszekapesolddni (autoaggregéacio). Az igy
létrejott szupramolekuldris szerkezetek, a monomer molekuldkhoz képest U
fizikokémiai tulajdonsagokkal bimak (kvazi folyadékkristaly). Ez a szerkezet
sokrétli, komplex kapcsolatot hozhat létre szamos eukaryota és bakterialis
fehérjével, ami a mikédésik modosulasaban tikrézédhet vissza. Munkank
soran mi is vizsgaltuk a folyamat egyes részleteit.

Jarvanytani és klinikai tanulmanyok bizonyitjdk, hogy a vérhas beteg-
ség kiallasa utan relativ védettség alakul ki a kovetkezd fertézéssel szem-
ben. Azonban ez az immunitds csak az adott baktériumfaj adott
szerocsoportjaval szemben nyuGjt kozelitben 75%-os védelmet, mas
szerocsoportokkal szemben nem. A vérsavoban talathaté G és M tipusu
immunglobulinokon (Ig) kivil IgA tipus is jelen van a nyalkahartyakon, vala-
dékokban, igy az anyatejben is. Bizonyitott, hogy az anyatejben 1év6 IgA
tipusu ellenanyagnak szerepe van a csecsemdkorban a vérhas kérokozoi-
val szembeni passziv immunitasban. Intracellularis kérokoz6rol lévén sz6, a
sejt-medialt immunitas szerepe val6szin(, de részleteiben kevéssé vizsgalt.

A gazdaszervezet dysenteria baktériumokkal szembeni kizdelmében
fontos szerepet jatszanak nem fajlagos védémechanizmusok is, mint pl. a
vastagbél fokozott mozgdsa, a globuldris sejtek nyakszekrécija, melyek
fokozzak a sejten kivili baktériumok eltavolitasat a vastagbélbdl. Ugyan-
csak védd szerepe van a normal bélflora baktériumainak, és az immun-
rendszer sejtieinek. Ezen sejtek aktivalédasuk soran kilonboz6, a gyulla-
dasos reakciokban (leukotrienek, prostaglandinok), illetve a specifikus im-
munrendszer reakcidinak beinditisaban szerepet jatsz6 anyagokat (interfe-
ron, tumor nekrdzis faktor) termelnek. Mindezeken tdl e sejtek direkt mikro-
ba ellenes hatasu anyagokat, mint pl. mielo-peroxidazt és laktoferrint (Lf) is
bocsatanak ki magukbdl. Ezek kozil a laktoferrin, amely a vaskétd fehérjék
csaladjaba tartozik és a gyulladasok soran elsGsorban a neutrophil
granulocytakbdl szabadul fel, egyszerre t6bb funkciét is ellato akut fazis fe-
hérje, amely antimikrobialis hatasan tdl fontos szerepet jatszik az immun-
és a gyulladasos valasz szabalyozasaban is. Megtalalhaté a nyalkahartya-
kon, igy a bélben, valamint valadékokban, igy a tejben is. Mindezek alapjan -
tartottuk érdemesnek vizsgalatainkba bevonni ezt a fehérjét.
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A Shigella és EIEC baktériumok a szervezetbe kerlilve nemcsak a nem
fajlagos védekezés sejtjeivel, molekuldival keriinek szembe, hanem a
vastagbélben nagyszamban jelenlévs, nommal flérahoz tartozé baktériu-
mokkal szembeni versengés kihivasaval is, amely a tdpanyagokért és
megtapadashoz sziikséges fellletért folyik. Ebben a versengésben jelent-
hetnek elényt az un. colicinek, amelyeket az Enterobacteriumok csaladjaba
tartozd fajok termelnek és baktériumpusztité hatasukat azonos vagy rokon
fajokon fejtik ki. Ezek a fehérjék nukleinsav lebonté, membranokban pérust
formalé vagy sejtfal felépitését gatlé hatdsukat a cél baktérium adott sejtfel-
szin receptoran keresztiil hatva fejtiki ki. Vizsgalataink masik targya ezért a
vérhas egyik gyakori kérokozdja a Shigella sonnei altal termelt a 7-es tipu-
su colicin (Scol7) vagy mas néven colicin Js lett.

E colicinrdl ismert volt, hogy vele szemben az EIEC torzsek 90%-a, a
S. sonnei torzsek 100%-a és a S. boydii torzsek tdbb mint fele érzékeny,
mig egyéb E. coli torzsek rezisztensek. Joliehet ismert volt, hogy az EIEC
térzsek  Scol7-el szembeni érzékenysége és a tengerimalac
keratocunjuctivitis teszttel kimutatott virulenciajuk kozott osszefiiggés van,
hasonléan ahhoz, mint az a kongévoros kotd képesség esetében is ismert.
Azonban a korabbi vizsgalatok arra nézve nem adtak magyarazatot, hogy
az e colicinnel szembeni érzékenységért felelés gének a kromoszéman
vagy a pINV-on talalhatoak-e.

Mara mar meglehetdsen sok adat ali rendelkezésiinkre a vérhas mole-
kularis szintii korfejiédésérdl. Szintén viszonylag részletes ismereteink van-
nak a vérhast okozé baktériumokkal szembeni fajlagos immunvélaszrél,
azonban joval kevesebbet tudunk a szervezet nem fajlagos védekezésében
szerepet jatsz6 folyamatairdl. Ezek a folyamatok a védekezé rendszer elsd
vonalanak szamitanak, és fontos szerepik van a kérokozdkkal szembeni
védelemben, illetve a fajlagos immunvalasz beinditasaban.

Szintén kevés adat volt ismert a dysentériat okozé baktériumok és a
bélflora kdzotti kdlcsonhatasokrdl. Nyilvanvalé ahhoz, hogy a kérokozdk
megtapadhassanak, majd szaporodhassanak, a gazda szdveteit megta-
madhassak, illetve a bélben tulélhessenek, olyan faktorok széles korével
kell rendelkezniik, amelyek a bélben Iévé baktériumokkal szembeni ver-
senyben elényhdz juttatjak a korokozokat.

Eppen ezért munkank targyaul két tényezét, a gazdaszervezet és a
koérokozd, illetve a baktérium-baktérium kozofti kdlcsdnhatdasok vizsgalatat
valasztottuk. Ennek megfelelGen vérhast okozé baktériumok egyes fajainak
kolcsOnhatasait vizsgaltuk a laktoferrinnel, mint a nem fajlagos védekezés--
ben fontos antimikrobidlis fehérjével, és egy colicinnel, mintegy a baktérium
altal termelt, antibakterialis hatassal rendelkez6 anyaggal.
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Il. CELKITOZESEK

I. A S. flexneri laktoferrin ktése molekularis mechanizmusanak tanul-
manyozasa.

lIl. S. sonnei altal termelt 7-es tipusu colicin genetikai hatterének vizsga-
lata.

. A 7-es tipusu colicinnel szemben mutatott érzékenység és az invazios
plazmid hordozas kozotti Osszefiiggés vizsgalata S. flexneri és
enteroinvaziv E. colitorzsben.

Iv. Kongovords és kiilénbdzo colicinek kdzotti kolcsonhatas vizsgalata.

Hl. FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

Baktérium torzsek, plazmidok. Lactoferrin kotési vizsgalatokhoz a S.
flexneri dsszes szerotipusabdl egy-egy reprezentanst, tovabba klinikai
mintakbdl szarmazd torzseket haszndltunk. A Lf.—S. flexnen kdzotti kol-
csonhatas jellemzésére a S. flexneri MI0T, 5a szerotipusu virulens torzset
hasznaltunk (S.B Formal WRAIR. USA).

Colicinnel kapcsolatos vizsgalatokhoz a 7-es tipust colicin termel6 és
az erre érzékeny indikdtor S. sonnei referencia torzseket V. Horaktél (Cse-
horszag), vadtipusi Scol7 termel torzseket az Egyesiilt Kiralysagbdl
(Central Public Health Lab., London), mas colicin termeld és indikator refe-
rencia térzseket az Orszagos Epidemioldgiai K6zpontb6t (Budapest), és V.
Brauntdl (Tabingen, Németorszag) szereztik be. A konjugécios kisérletek-
hez a mobilizalo plazmidot tartaimazé térzset M. Robinsontdl (Bristol, Ang-
lia) és a laboratériumi E. coli J53 K12 torzset N. Dattatdl (Central Public
Health Lab London) kaptuk meg. A klénozasi vektor plazmidokat Bluescript
Il, KS® Stratagene és SE380 Invitrogene cégektdl vasaroltuk. Hattértorzs-
nek E. coli XL-1 Blue MRF’ (Stratagene) hasznaltunk.

Taptalajok. Kereskedelemben kaphat6 standard, illetve kémiai Osszetevéi-
ben meghatarozott taptalajokat (M9 minimal) hasznaltunk a colicin, illetve a-
KV tartalma taptalajok kivételével. Colicin tartalma taptalaj: a colicin ter-
meld baktérium folyékony 24 6ras tenyészet feliiliszéjanak steril szdrleté-
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hez azonos mennyiségi, kétszeres koncentracidju, 24 g/l agart tartaimazo
Luria-Bertani taptalajt adtunk 50 °C-on, majd Petri-csészékbe ontottik. A
kongdvords trypton szdja agar (KV-TSA) taptalaj esetében a trypton széja
levest 1,7% agarral szilarditottuk, amelyhez 100ug/ml KV festéket adturk.

Kémiai anyagok, enzimek. A szarvasmarha eredetii (bovin) BLf-en kivll,
amely a Swedish Dairies Association, (Malmd) ajandéka volt, minden egyéb
anyagot a forgalmazdktdl vasaroitunk.

EIEC torzs KV-t nem koto szarmazékainak szelekcioja Az EIEC Nr1
KV-t nem koté szarmazékainak szelekcidja KV-TSA lemezeken tértént az
€l6z6 moédszerhez hasonlé médon. A KV-t nem kot (KV) telepeket vettiik
fel a lemezekrdl, majd a colicinnel szembeni érzékenységlket megvizsgal-
tuk.

Ipa C ELISA. A pINV intakt mikodését a Floderus és mtsi. altal kifejlesztett,
az IpaC antigénre fajlagos ELISA rendszerrel vizsgéltuk. Invazivnak tekin-
tettdk azt a tdrzset, ahol a szinreakci6 intenzitdsa OD 0,2 felett volt.

DNS TECHNIKAK

Plazmid preparalas. A pINV-ot Kado és Liu szerint, a kis molekulasGlyu
plazmidokat Ish-Horowicz-Burke moédszerével vagy a gyarték utasitdsai
szerint hasznalt plazmid tisztitd kitekkel preparaltuk. Az agaréz gélek kiér-
tékeléséhez, a DNS mennyiségének méréséhez szamitogépes gél doku-
mentalé rendszert hasznaltunk, Bio-Print UV / vis (Vilbert Lourmat, France),
Bio 1D verzi6 '97 programmal.)

PINV atvitele EIEC és Shigella flexneri torzsekbol E. coli J53 K12
torzsbe konjugacioval. A nem konjugativ pINV atvitelét a pMR5 plazmid
altal biztositott, transzpozon segitett atviteli rendszer alkalmazasaval vé-
geztik.

A rekombinans DNS technikdk. A DNS hasitasahoz, kldnozasahoz, a
PCR-hoz és PCR klénozashoz a kézikonyvekben leirt standard médszere-
ket hasznaltuk.

Elektro-transzformacié. A colicin illetve a rekombinans plazmidokat a do-
nor baktérium sejtekbe Progenetor Il. PG200 (Hoefer) elektroporatorral jut-
tattuk be, majd a megfelel szelekcids rendszert alkalmazva a transzformait
sejteket ndvesztettik fel.

DNS szekvenalds. A szekvenaldsi reakciok egy részében EXCEL Hl Long--

Read szekvenald kitet hasznaltunk, az utasitasok szerint. A reakcidtermé-
kek futtatdsat 0,5 mm vastag, 5,75% (Long Ranger™) akrilamid gélben
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ALFexpress félautomata (Pharmacia) DNS szekvenald készulékkel végez-
tiikk. A reakciok fennmaradé részét BigDye Primer szekvenal$ kittel (Perkin-
Elmer), a szekvencia meghatarozasat ABI PRISM 310 (Perkin-Elmer) au-
tomata szekvenal6 készilékkel végeztik.

Szekvencia elemzés A kapott szekvencidk elemzését, dsszevetésiket a
Génbank adatbazisaval a szolgaltaté szabad hozzaféréslG programjaival
végeztik.

A LAKTOFERRIN KOTES VIZSGALATANAK MODSZERE!

S. flexneri lactoferrin kotése. 0,1 ml 10° baktérium sejml PBS puffer
szuszpenzidhoz azonos térfogati PBS puffert és 8 ng j6d'®® radioaktiv
izotéppal jelolt Lf-t adtunk. Két éra inkubacié (37°C) utan 2 mi 4°C-os puf-
fer hozzdadasdval a reakciot ledllitottuk. A centrifugalas és a felliliszé elta-
volitasa utan a lellepitett baktérium sejtekhez kétédoétt Lf radioaktivitasat
v-szamlaléval mértik, és a hozzaadott dsszes radioaktivitds %-aban adtuk
meg.

251 f kotddésének id6beni kinetikaja. A Lf kotési kisérlet szerint jartunk
el, de 1-t6} 420 percig tarté id6 kézben, névekvd inkubaciés idSk utan mér-
tik a baktériumok altal kotott '2°I-Lf radioaktivitasat.

'25Lf jelolt human és bovin Lf helyettesithetsége jeldletlen Lf-el. Az
inkubacitig az '?I-Lf-kétési kisérletnek megfeleld lépéseket végeztiink,
majd 1-t61 10° nM mennyiségig jeldletlen human, illetve bovin Lf-t adtunk a
rendszerhez kilén-klén, majd tovabbi 1 éra inkubalds utan mértik a bak-
tériumok &ltal kotott '?°I-Lf radioaktivitasat.

NaCl és kaotrop anyagok hatisa a sejtek Lf kotésére . A '2°|-Lf-kotési
kisérletnek megfeleld Iépések utan konyhasét, kaliumtiocianidot és ureat
adtunk a baktérium-Lf komplexhez 1-5 M, 1-5 M és 1-8 M koncentracidk-
ban, majd 1 éra inkubacié utan a baktériumhoz kdtve maradt radioaktivitast
mértik.

Kiilénb6z4, a bélben taladlhaté anyagok hatasa a baktérium-Lf kotésre.
A kisérletet a fentiekkel azonos médon végeztiik, de kiilénb$zd, a bél-
ben is eléfordulé anyagokat (pl. mucin, epesav natrium séja, vaskéts, és
vastartalmi szerves vegyiletek stb.) adtunk a baktérium-Lf komplexhez,
majd a szokasos médon vizsgaltuk a kdtve maradt '?°I-Lf radioaktivitasat.

A baktérium Lf kot képessége telithetdségének vizsgalata. A nc"wekvé
mennyiségl '?°|-Lf (0,1-10 ug) kotést vizsgaltuk, jeldletlen Lf mentes rend-
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szerben, illetve 50-szeres jeldletlen Lf jelenlétében. Az el6bbi rendszerben
meért eredmény a teljes Lf kdtés mennyiségnek, az utébbiban mért pedig a
specifikus kotd képességnek felelt meg. Az eredményekbsl Scatchard
analizissel meghataroztuk az egy baktériumon atlagosan taldlhaté human-
és bovin Lf-kétd struktarak szamat és affinitasat.

Sejtboriték és kiilsd membran preperatumok készitése és vizsgalatuk
Western blot médszerrel A preparalast Schnaitman szerint Triton X-100
extrahdld oldat hasznalataval végeztik, virulens S. flexneri M90T, illetve
avirulens (pINV mentes) térzsén. A mintakban Iévo fehérjéket Laemmli sze-
rinti SDS-poliakrilamid gél elektroforézissel eivalasztottuk egymastdl, majd
a nitrocelluléz filterre elektroblottolt mintdk Lf kot6 képességét
tormaperoxidaz enzimmel jel6lt human és bovin Lf-el vizsgaltuk. Ugyancsak
megvizsgaltuk a mintakat anti-Po-I monoklondlis ellenanyaggal, amely faj-
lagosan kétddik az Enterobacteriaceae csalad porin-fehérjéinek konzervativ
doménjéhez. A kotédott ellenanyagot anti-egér peroxidaz-jelolt masodik el-
lenanyaggal tettiik lathatéva. Az ismenetett kisérleteket a mintak nativ és
hé kezelt formaival is elvégeztiik.

COLICIN VIZSGALATAVAL KAPCSOLATOS KiSERLETEK MODSZEREI

Colicin termeld képesség vizsgalata. A térzsek colicin termeld képessé-
gét Fredenq szerinti makro-kolénia médszerrel vizsgaituk.

Colicin termelés. Egyrészt a colicin termelé baktérium 1 napos Luria leves
tenyészetének sterilre szdrt felliliszéjat hasznaltuk (felliliszé), masrészt a
fenti tenyészetek lecentrifugalt baktérium Gledékét 77mM Tris, pH 7,4 puf-
ferben az eredetihez képest egytizednyi térfogatban szuszpendaituk fel,
majd 16 6ras 4°C-n torténd kivonast kdvetden a baktériumokat lecentrifu-
galtuk (14000 g), a kivonatokat sterilre sz{irtiik (hypo-ozmotikus kivonat).
Egyes esetekben a termel6 térzsek éjszakai tenyészeteinek lecentrifugalt
baktériumait a fenti hypoozmotikus pufferben felszuszpendalva 300W telje-
sitményd ultrahang energiaval roncsoltuk, intenziv hités kézben. Centrifu-
galas utan (14000 g) a feliiliszékat sterilre sz{irve hasznaltuk (telies sejt
kivonat).

Colicin termelés indukaldsa mitomycin C-vel. A torzsek éjszakai tenyé-

szeteit egységes optikai slirliséglire (ODAso 0,35) és azonos térfogatira

allitottuk be, ezt kbvetben a sejteket lecentrifugaltuk. A baktériumokat friss,

illetve friss mitomycin C-t tartalmazé (0,5ug/ml) taptalajpan szuszpendaltuk

fel. Harom 6ras razétermosztatban (200 rpm, 37°C) tértént inkubalas utén a-
fellildszok colicin tartalmat meghataroztuk.
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Colicin termelés indukaldasa IPTG-vel. A fentiekkel analég médon vé-
geztlk a kisérleteket, de az inkubacié lejarta utan a sejtekben lévé colicint
is kivontuk a sejtek ultrahanggal térténd feltarasaval, a fentebb mar emlitett
médon.

Colicin mennyiségének mérése és colicin érzékenységi vizsgalat.
Richardson szerinti agar-diffiziés médszert alkalmaztunk, ahol az agar le-
mez lyukaiba colicin mintak felezé higitasaibol mértink 20 ul-t, majd az ér-
zékeny sejtekkel fellirétegeztik és éjszakan at inkubdltuk. A lyukak koéruli
gatlasi zénakat digitalis tolomérbvel meértiik meg. A colicin koncentraciot
munkaegységben (arbitrari unit, AU) adtuk meg, ahol 1 AU megfelelt annak
a legnagyobb higitasnak, ahol még tiszta gatlasi zénat kaptunk.

A kilonbozé toérzsek colicin érzékenységét az elozbekkel azonos moé-
don vizsgaltuk, azzal az eltéréssel, hogy standardizalt colicint és négy rész-
re osztott taptalajokat hasznditunk. A kongévords hatasanak vizsgalatakor
a festéket 100 ug/ml koncentracioban alkalmaztuk a megfelelé festékmen-
tes kontrollok mellett.

A nativ Scol7 molekulasulyanak becslése ultrafiltracioval. A colicin
tartalmu feliiluszékat ultrafiltraciés membranokon szdrtik at, amelyek mole-
kulasuly kizarasi értékei 10kD, 30kD, 50kD és 100kD volt. A sz{rletek és a
koncentratumok colicin tartalmat meghatéroztuk.

pScol7 plazmiddal elektro-transzformalt klonok szelekcidja. Az
elektrotranszformacié soran a colicin plazmidot felvett klénokat colicin tar-
talmu taptalajon szelektaltuk felhaszndlva azt a tényt, hogy a colicin
plazmid a sajat colicinnel szembeni védettséget (immunitas) kédold géne-
ket is tartalmazza. A lemezeket barsonykorong médszerrel colicin mentes
lemezekre méasoltuk és 1 nap inkubaci6 utan a telepeket kloroform gézzel
elbltok, majd az érzékeny indikator sejttel felllrétegeztik. Ujabb inkubacid
utan a gatlasi z6nak segitségével azonosithatdak voltak az eredeti lemezen
a colicint termeld elektro-transzformans telepek. A colicin plazmid jelenlétét
plazmid elektroforézissel is ellendriztik.

Noévekvé mennyiségd KV hatasa a Scol7 baktericid hatasara. 38,4 AU
colicint tartalmazé TSB taptalajhoz ndvekvé mennyiségben adtunk (0,786-
600 pg/ml) KV-t és azonnal indikétor sejteket (1,2 x107 sejt/ml) is. 120 perc,
37°C inkubacié utan a csiraszamokat megallapitottuk, majd a megfeleld
kontrollok alkalmazédsa mellett, statisztikailag értékeltak.

Indikatorsejtek elinkubacidja Scol7-el. TSB taptalajban levs 4x10° indi-
kator sejthez 38,4 AU colicint adtunk, majd O illetve 37 °C-n inkubaltuk 1-
oran at. A sejtek tobbszori mosasaval a nem kotédétt colicint a keverékbdl
eltavolitottuk, majd névekvé mennyiségi KV-t (50, 100, 800 ug/ml) adtunk a
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csOvekhez, és tovabbi inkubalas (120 perc 37°C) utdn a csiraszamokat
meghataroztuk, majd a megfeleld kontroliok alkalmazasa mellett, statiszti-
kailag értékeltuk.

Colicin rezisztens mutansok szelekcidja colicin tartalmq taptalajon.
EIEC Nr1 torzs colicin érzékeny és KV-t k6t6 telepébdl inditott friss tenyé-
szetéb6l 4x10° sejtet juttattunk a colicint tartaimazé agar lemezekre, majd 1
nap inkubacié utan a kinétt colicin érzékenységuket veszitett telepeket fel-
vettiik, majd a pINV jelenlétét plazmid elektroforézissel ellendriztik.



IV. UJ EREDMENYEK ES TEZISEK

IV/1. A Shigella flexneri laktoferrin-k6t fehérjéi

1.

2.

A Shigella flexneri torzsek képesek voltak mind az emberi (human)
laktoferrint (HLf)-t, mind a szarvasmarha eredet(i (bovin) (BLf)-t kétni.
Vaskét és vastartalma molekulak (transferrin, hemin) valamint egyéb a
bélrendszerben elfordulé anyagok, pl. dezoxikolat, glukokonjugatomok,
kismértékben gatoltak a kotést.

A baktérium-HLf, illetve -BLf kbz6tti kotést dozisfliggd modon gatolta
mind homolég, mind heterolog Lf.

A baktérium-Lf kdzotti kotés fizioldgids s6 koncentracié mellet stabil volt,
ezt csak a fizioldgiast tobbszdrosen meghaladé sé koncentracié bontotta
fel. Kaotrop molekulak, pl. urea, kaliumferrocianid a kotést felbontotta.

A baktérium Lf koté képességét dozisfliggd médon lehetett teliteni, mind
HLf-nel mind pedig BLf-nel.

Kisérleteink eredményeibd! kiszamithatoéva valt a S. flexneri baktérium
fajlagos Lf kotShelyeinek atlagos szama; 4800 / baktérium sejt HLf, illet-
ve 5600 / baktérium sejt BLf esetében. A baktérium Lf-kotGhelyeinek af-
finitasa 6,6-szor nagyobbnak bizonyult HLf esetében, mint BLf esetében.
A baktérium Lf kotd fehérjéi kilsémembran fehérjéknek bizonyultak.
Ezen fehérjek kozil az egyik, egy 39-kDalton molekula témegQ, az
antiporin monoklondlis antitesttel adott reakcidja, illetve a hé hatasara
térténd jellegzetes disszociacidja alapjan, porin fehérjének bizonyult. |

A 8. flexneri LfkOt6 fehériéi azonosak voltak a térzs virulens és
avirulens szarmazéka esetében.

IV/2. A Shigella sonnei 7-es tipusu colicin aktivitas génjének

1.

azonositasa

A Shigella sonnei 7-es tipusu colicin (Scol7) termeléséért felelés geneti-
kai elemeket egy 3,4 megadalton (5,1 kbp) nagysagu plazmidon
(pScol7) azonositottuk.

. A pScol7 plazmid rokonsagot mutatott a colicin E1 plazmiddal (pColE1),

mivel nukleotid szekvencidjuk 87%-ban azonos volt a pScol7 hosszanak
~60%-aban.

. A pScol 7 plazmid eddig ismert nukleotid sorrendekkel nem, vagy csak

kismértékben azonossagot mutaté részén, egy rovid DNS szakaszt ta-,
lattunk, amely a colicin E1 gének operon-promoter régidjaval azonos
nukleotid sorrendet mutatott.
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4. Az operon-prométer régi6 indukalhatd volt mitomycin C-vel kivaltott SOS
valasszal, amely fokozta a baktérium colicin termelését.

5. Az SOS indukdlhaté operon-prométer szakasz mogott sikeriit egy
94 aminosavat kédoi6 (sc7a) gént azonositani, amelyrdl bizonyitottuk,
hogy a Scol7 termelésért ez a gén a felel6s.

6. Az ultrafiltracids kisérletek alapjan a nativ Scol7 molekulatdmege 50 és
100 kD kézéttinek adédott, mig az aminosav sorrendbél szamitott mole-
kulatbmeg 11,2 kD-nak, ami a molekula autoaggregaciéjanak iehetésé-
gét veti fel.

7. A Scol7 aminosav sorrendjében egy’ pentapeptid szakasz nagyfoku
azonossagot mutatott a TonB fehérje kétdhelyéhez (TonB doboz). Valo-
szinsithetd, hogy a Scol7 a célsejtbe juttatdsahoz a Ton-fliggo felvételi
rendszer jatszik szerepet, igy a colicinek B csoportjaba sorolhaté.

8. Az operon-promoter régié mogott, de az (sc7a) gén elétt, sikerlilt egy
65 aminosavat kédolé gént azonositani. A megfelelé szubklonok IPTG- -
vel torténé colicin termelést indukalé kisérletek alapjan valészinisithetd,
hogy szerepet jatszik a colicin sejtbdl torténd kijuttatasaban.

IV/ 3. Shigella flexneri és enteroinvaziv Escherichia coli inva-
ziés plazmidja és a 7-es tipusu colicinnel szembeni érzé-
kenység kozotti 6sszefiiggés vizsgalata

1. Az dltalunk vizsgalt virulens S. flexneni torzsek egyike sem mutatott ér-
zékenységet a 7-es tipusu colicinnel szemben.

2. A vizsgalt S. sonnei és enteroinvaziv E. coli (EIEC) torzsek tobbsége
érzékenységet mutatott a 7-es tipusi colicinnel szemben.

3. Az EIEC torzsben az invaziés plazmid (pINV) elvesztését a Scol7-tel
szembeni érzékenység elvesztése kisérte.

4. Az EIEC baktérium pINV-janak E. coli K12 torzsbe juttatasa a baktériu-
mot érzékennyé tette Scol7-tel szemben. Ez igazolja, hogy a colicinnel
szembeni érzékenységet kddold gének az EIEC pINV-jan talalhatok.

5. Az EIEC torzs pINV-ja a S. flexneri avirulens vaitozatat érzékennyé tette
a colicinnel szemben. Az eredmény alapjan megalapithaté volt, hogy a
S. flexneri és az EIEC torzsek kozott, a Scol7-tel szemben mutatott ki-
I6nbséget nem a két baktérium species eltéré kromoszémalis hattere
okozza.

6. A S. flexneri pINV-janak az E. coli K 12 torzsbe juttatdsa a baktérium
colicinnel szembeni rezisztencidjat nem valtoztatta meg. Ezek alapjan
megallapithattuk, hogy a S. flexneri piINV-ja nem hordozza a colicinnel
szembeni érzékenység genetikai determinansait.

1
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7. A S. flexneri és az EIEC torzsek kozotti kiidnbség a Scol7-tel szembeni
érzékenységben ujabb példa arra, hogy kllénbség van a vérhast okozd
baktériumok pINV-jainak a virulencia tulajdonségokkal Osszefiiggést
nem mutaté génjeiben.

IV/ 4. Kiilonb6zd colicinek és a kongo voros kozotti kapcsolat
hatasa a colicinek bakteriocididjara

1. A kongdvdrds (KV) gatolta a Scol7 és néhany mas colicin baktériumdolé
képességét.

2. A KV gatlé hatasa nem volt kdthetd egyik colicin hatastani csoporthoz
sem.

3. AKV a Scol7 bakteriocid hatasat dozisfiiggd médon gatolta.

4. A KV-sel elbinkubalt colicinre érzékeny sejteket megmosva, a KV
colicint gatlé hatasa eltint. Az eredmény alapjan megallapithaté volt,
hogy a kolcsdnhatas a baktérium sejt és a KV kdzott nem felel meg a
klasszikus ligand-receptor kozotti kdlcsdnhatéds kdvetelményeinek.

5. A KV nem volt képes leszoritani és helyettesiteni a colicin molekulat,
miutan az mar a baktériumseijt receptorahoz lekotodott.

6. A KV kilonb6zé mértékben gatolta azokat a colicineket is, amelyek a
baktérium sejt egyazon receptorat hasznaljak a sejtbe torténd bejutas-
hoz. Ezek alapjan feltételezzik, hogy a KV, illetve autoaggregaciéval
létrejévd szupramolekularis szerkezetei, elsdsorban magukkal a colicin
molekulakkal lépnek kblcsonhatasba.

7. A Kisérleteink alapjan az is megdliapithaté volt, hogy a Scol7 sejtfelszini
receptora nem azonos a virulens, vérhast okozd baktériumok KV festé-
ket kotd sejtfelszini komponenseivel. Bar mindkét tulajdonsag, azaz a
Scol7-el szembeni érzékenység és a KV kit képesség is dsszefiiggés-
ben van, vérhast okozé baktériumok invéziés plazmidjaival.
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